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Z zakazeniem wirusem zapalenia watroby typu C wiqzq sie powazne
problemy kliniczne i terapeutyczne. Niestety, jak dotqd nie wiadomo,
Jjakie czynniki wplywajq na efektywnos¢ stosowanej terapii. Uzyskane
w ostatnim czasie wyniki sugerujq, ze kluczowym parametrem decydujq-
cym o przebiegu choroby sq zmiany zachodzqce w strukturze populacji
wirusowej.
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WSTEP

Znalezienie skutecznej metody zwalczania zakazen wywolywanych przez wirusa za-
palenia watroby typu C (HCV, ang. hepatitis C virus) to jedno z najpowazniejszych wy-
zwan, przed jakimi stoi wspdlczesna medycyna. Jezeli bowiem wezmiemy pod uwagg ta-
kie parametry jak: powszechno$¢ wystepowania danego wirusa, skutecznos$¢ stosowanej
obecnie profilaktyki i terapii, czy uciazliwos¢ powiklan wystepujacych w wyniku infekcji,
wowczas HCV okaze si¢ by¢ drugim, zaraz po ludzkim wirusie uposledzenia odpornosci,
najbardziej groznym dla ludzi wirusowym czynnikiem chorobotwérczym. Opublikowane
przez WHO wyniki szacunkowych badan pokazuja, ze zakazenia HCV sa szeroko rozpo-
wszechnione i dotycza obecnie okolo 3% mieszkancow Ziemi. W Polsce liczba nosicieli
stanowi okolo 1,4% populacji, a wigc ponad pdl miliona ludzi (1).

Faza ostra zakazenia HCV jest w wickszosci przypadkow bezobjawowa (u okolo 70%
pacjentdw, jednak u pozostalych 50-85% pacjentow wirus jest w stanie unikna¢ reakcji
obronnej organizmu, przez co dochodzi do rozwoju przewleklego zapalenia watroby typu
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C (pzw C), ktérego nastepstwem mogq by¢ cigzkie powiklania. Uzyskane w ostatnim dzie-
sigcioleciu dane pozwolily stwierdzi¢, iz zakazenie HCV jest glowna przyczyna rozwoju
marskos$ci watroby oraz pierwotnego raka watrobowokomdrkowego, ktory w skali calego
$wiata jest jednym z najczesciej wystepujacych nowotworow (2). Tymczasem, jak dotad
nie udato si¢ otrzymac skutecznej szczepionki zabezpieczajacej przed infekcja HCV. Nie
opracowano rowniez odpowiednio efektywnych metod leczenia pzw C. Stosowana obec-
nie terapia polegajaca na podawaniu interferonu alfa (IFN) w polaczeniu z rybawiryna jest
niezwykle kosztowna i powoduje dlugotrwala remisj¢ zakazenia jedynie u okolo 40-50%
pacjentow. Pomimo intensywnych badan nie zdolano réwniez zidentyfikowac parametrow,
ktére pozwalalyby jednoznacznie przewidzie¢ koncowy efekt terapii pzw C (2,3). Nadal
nie wiadomo, dlaczego chorzy charakteryzujacy si¢ podobnymi parametrami klinicznymi
reaguja w roézny sposob na prowadzone leczenie. Wydaje si¢ zatem, ze czynniki, ktore
w kluczowy sposob wplywajq na przebieg kuracji pozostaja wcigz nierozpoznane.

BUDOWA HCV

Chociaz HCV zidentyfikowany zostal okolo 15 lat temu, nasza wiedza na temat jego
budowy i cyklu zyciowego jest nadal bardzo ograniczona. Niezwykle trudnym problemem
okazalo si¢ samo tylko uwidocznienie wirusa we krwi lub innych zakazonych tkankach.
Pomimo zastosowania najnowocze$niejszych technik mikroskopii elektronowej uzyskiwa-
ne obrazy sa nicjednoznaczne. Wskazuja one na obecnos¢ niewielkich kulistych wiriondw
o $rednicy 40-60 nm usytuowanych gléwnie w pecherzykach cytoplazmy (4). Obserwacije
te znajduja potwierdzenie w prowadzonych réwnolegle badaniach fizyko-chemicznych
swiadczacych, ze wirus ma ksztalt sferyczny. W jego wnetrzu ulokowany jest genom beda-
cy pojedyncza czasteczka RNA. Material genetyczny HCV otacza nukleokapsyd pokryty
dodatkowo zewngtrzng oslonka, w ktdrej zakotwiczone sa glikoproteiny. Ze wzgledu na
swoja budowe, wlasciwosci fizyko-chemiczne oraz organizacj¢ genomu, HCV zaliczony
zostal do rodziny flawiwiruséw (Flaviviridae). Wstgpnie zakwalifikowano go do rodzaju
Flavivirus, a od 1996 roku wydzielono jako jedynego przedstawiciela rodzaju Hepacivi-
rus (5).

W badaniach HCV klasyczne techniki wirusologiczne okazaly si¢ by¢ malo skuteczne,
stad wigkszos$¢ informacji o tym wirusie uzyskano stosujac standardowe metody biologii
molekularne;j tj. analizujac jego genom oraz produkty ekspresji zakodowanej w nim infor-
macji. Stwierdzono, iz genom HCV stanowi jednoniciowy RNA o dhugosci okolo 9,6 tysig-
cy nukleotydow (nt) i polarno$ci mRNA — (+) RNA. W obre¢bic czasteczki genomowe;j
wyr6zni¢ mozna dwie krétkie sekwencje niekodujace 3°- 1 5° — koncowa (tzw. 3’'UTR
i 5’UTR - ang. untranslated region) oraz lezacy pomiedzy nimi region kodujacy zawiera-
jacy pojedyncza otwarta ramke odczytu (ORF — ang. open reading frame) o dtugosci 9033-
9066 nt (6). S'UTR zbudowany jest z 341 nt, po ktorych wystepuje kodon AUG bedacy
sygnalem do inicjacji translacji. Na konicu 5' wirusowego RNA brak jest tzw. kapu (ang.
cap), czyli metylowanej w pozycji N7 reszty guanozynowej polaczonej z pierwszym nu-
kleotydem wiazaniem 5°-5" trifosforanowym. Rozpoczecie translacji mozliwe jest dzigki
sekwencji IRES (ang. internal ribosome entry site), pozwalajacej na niezalezne od kapu
wiazanie wirusowego RNA do rybosomow (7). 3'UTR nastepuje zaraz po kodonie koricza-
cym translacj¢ — UGA. Otwiera go konserwatywny fragment 30 nt, za ktérym ulokowana
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jest sekwencja poli U-C o roznej dhugosci oraz 98 nt region X. Wykazano, ze region X jest
szczegolnie zachowawczy, posiada bardzo stabilng strukturg drugo- i trzeciorzgdowa oraz
oddziatuje z wystgpujacym na koncu 5° IRES, przez co wplywa na wydajno$¢ translacji
wirusowego RNA (8). Po wniknigciu wirusa do wrazliwych komorek, genomowy RNA
zostaje uwolniony z kapsydu i stuzy jako matryca do syntezy jednej tylko poliproteiny.
Dzig¢ki obecnym w komdrce proteazom (gospodarza oraz wirusowym) zostaje ona poci¢ta
na funkcjonalne bialka. Trzy sposrod nich to tzw. bialka strukturalne wchodzace w sklad
czastek wirusa: bialko rdzeniowe (C — ang. core protein) tworzace nukleokapsyd oraz dwie
glikoproteiny (E1 i E2 — ang. envelope proteins) zakotwiczone w zewnetrznej oslonce.
Wisrdd pozostalych bialek zidentyfikowano dwie proteazy, helikazg¢ oraz polimeraz¢ RNA
zalezna od RNA.

KLASYFIKACJA HCV

Prowadzone w ostatnich latach badania umozliwily poznanie pelnej sekwencji nukle-
otydowej wielu genomowych czasteczek HCV. Poddane sekwencjonowaniu genomy wiru-
sowe wyizolowane zostaly z krwi chorych pochodzacych z réznych czgsci swiata. Uzyska-
ne dane pozwolily przeprowadzi¢ szczegdlowa analiz¢ filogenetyczna HCV. Na jej pod-
stawie wyroézniono typy, podtypy i izolaty wirusa, ktore r6znia si¢ migdzy sobg sekwencja
nukleotydowa, odpowiednio w 30, 20 i 10% (9). Obecnie znanych jest 6 podstawowych
genotypow HCV (oznaczonych cyframi arabskimi od 1 do 6). Kazdy z nich mozna podzie-
li¢ na wiele podtyp6éw (oznaczane kolejnymi malymi literami alfabetu np. 1a, 1b, 1citd.),
ktérych w sumie jest ich juz okolo 80. Stwierdzono, ze genotyp jest istotna cechq wirusa,
ktora nie ulega zmianie w przebiegu infekcji. Nie wiadomo jednak, w jakim stopniu rozne
genotypy (lub rézne warianty tego samego genotypu) moga ze soba rekombinowac w zaka-
zonym organizmie (10).

Analiza poréwnawcza otrzymanych izolatéw HCV $wiadczy o duzej plastycznosci
genetycznej wirusa. Nie rdzni si¢ ona jednak w jakis istotny sposob od obserwowanej dla
innych wiruséw RNA. Cickawym wydaje si¢ by¢ fakt, ze zmienno$¢ HCV nie rozklada si¢
rownomiernie wzdhuz calej czasteczki genomowej (11). Jest ona szczegoélnie duza w ob-
szarze kodujacym biatka ostonki E1 i E2 (okolo 30-50% zmiennosci) oraz bardzo ograni-
czona w obu regionach niekodujacych 5’UTR i 3’UTR (ponizej 10% zmiennosci). Dodat-
kowo stwierdzono, ze w obregbie sekwencji kodujacej N-konicowy fragment bialka E2 obecne
sa dwa tzw. hiperzmienne rejony (HVR11HVR2; ang. Aypervariable region). Szczegdlnie
dynamiczne zmiany obserwowane sq w obrebie okoto 100 nukleotydowego HVR1. Uzy-
skane dane sugeruja, ze jego zmiennos$¢ przyspiesza rozwdj choroby, by¢ moze poprzez
umozliwienie ucieczki HCV przed odpowiedzia immunologiczna. Na bialku E2 zidentyfi-
kowano bowiem liczne miejsca wiazania przeciwciat (12,13).

ZMIENNOSC GENETYCZNA HCV

Liczne badania wskazuja, ze HCV, podobnice jak i inne wirusy RNA, nie tworzy gene-
tycznie jednorodnej populacji, lecz stanowi zbior réznorodnych wariantdow, u ktorych se-
kwencja genomowych RNA oscyluje wokol najkorzystniejszej w danych warunkach kom-
binacji. Poczynione obserwacje daly podstawy do powstania hipotezy méwiacej, iz kla-
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syczne pojgcia stosowane w biologii populacyjnej nie odnosza si¢ do wiruséw wykorzy-
stujacych RNA jako nosnik informacji genetycznej. Patogeny te nie tworzg bowiem gatun-
kow, lecz wystepuja w formie tzw. quasi-gatunkow (13). Zgodnie z zaproponowana defi-
nicja quasi-gatunkiem nazywamy zbior wszystkich wariantow wirusowych obecnych
w pojedynczym zakazonym organizmie. Przez dlugi czas przyczyny niezwyklej plastycz-
nosci wirusow RNA upatrywano glownie w znacznej ilosci bledow, jakie popelnia¢ moga
polimerazy RNA podczas replikacji genomu wirusowego (13,14). Badania dotyczace struk-
tury oraz ewolucji genomow wirusowych wskazywaly jednak, ze istnieje jeszcze dodatko-
wy proces umozliwiajacy rearanzacj¢ zakodowanej w nich informacji genetycznej. Okaza-
lo sig, ze jest nim rekombinacja zachodzaca pomi¢dzy genomowymi czasteczkami RNA
(15).

Zidentyfikowane w genomach wirusowych modyfikacje mozna zatem podzieli¢ na dwie
zasadnicze grupy: mutacje punktowe (np. substytucje, delecje, czy insercje nukleotydu)
oraz bardziej zlozone rearanzacje (np. delecje, insercje, czy duplikacje sekwencji nukle-
otydowej).

Istnieje wiele mechanizméw umozliwiajacych wprowadzenie pojedynczych mutacji
w obrebie genomu wirusowego. Moga one powstawac wskutek dzialania czynnikéw muta-
gennych lub by¢ wynikiem modyfikacji potranskrypcyjnych. Czgstos¢ wystgpowania tego
typu modyfikacji jest jednak znikoma, w poréwnaniu z liczba mutacji wprowadzanych do
czasteczek genomowych podczas ich replikacji przez zalezne od RNA polimerazy RNA.
W odréznieniu od enzymow replikujacych genomy organizméw wyzszych (kompleksy
enzymatyczne, w sklad ktérych wchodza zalezne od DNA polimerazy DNA), wirusowe
replikazy pozbawione sq zdolnosci do korygowania bledow powstalych podczas syntezy
potomnych czasteczek RNA (ang. proof reading activity). Okreslona eksperymentalnie
in vivo $rednia czgsto$¢ mutacji wynosi okolo 10-*- 107 zasad na cykl replikacyjny (13).
Aby uzmyslowi¢ sobie, jak wielki potencjal ewolucyjny niesie z sobg nieprecyzyjna repli-
kacja genomowych RNA, wystarczy przeprowadzi¢ proste obliczenia. Wiedzac, ze genom
HCYV sklada si¢ z okolo 10" nukleotydow, a srednia liczba wirionow tworzonych kazdego
dnia w organizmie pacjenta wynosi okolo 10'> mozemy ustali¢, ze polimeraza zuzywa dzien-
nie 10'¢ (10* x10'?) nukleotyddw. Biorac pod uwage czestos¢ mutacji wynoszaca 10--10
latwo obliczy¢, ze w ciagu jednego zaledwie dnia polimeraza popelnia 10''-10'* bledoéw
(10'/10*-10%) — taka, wiec liczba mutacji wprowadzana jest do nowo syntetyzowanych
genomowych RNAHCV. Jezeli uwzglednimy ich dlugos¢ (10* nukleotydow) wowczas mo-
zemy stwierdzié, iz w ciagu jednego dnia infekcji kazdy nukleotyd wchodzacy w sktad
genomu HCV moze zosta¢ wymieniony na inny 107-108 razy (10'-10'%/10*). Sposrod sze-
regu mozliwych mutacji najczgséciej spotykane sq substytucje, w obrgbie ktérych wyraznie
przewazaja tranzycje (80% — wymiana puryny na puryng lub pirymidyny na pirymidyng),
a zdecydowanie mniej liczne sg transwersje (20% — wymiana puryny na pirymidyne, czy
odwrotnie). Do najrzadziej wystepujacych mutacji zaliczy¢ mozna pojedyncze delecje,
duplikacje, przesunigcia ramki odczytu, czy kompleksowe hipermutacije (16).

Najnowsze badania wskazuja, ze drugi z mechanizmow réznicowania genomu — re-
kombinacja jest réwniez niezwykle powszechna w $wiecie wirusow RNA i retrowirusow
(17). Badania te umozliwily identyfikacj¢ réznego typu rekombinantéw wirusowych po-
wstalych w wyniku wymiany informacji genetycznej pomi¢dzy fragmentami genomu tego
samego wirusa (18), pomig¢dzy réznymi szczepami wirusowymi (19) oraz pomi¢dzy wiru-
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sem a komoérka gospodarza (20). Rekombinacja obserwowana byla dla wirusow ludzkich,
zwierzecych (16), roslinnych (21) i bakteryjnych (22). Sprawilo to, Ze jest ona obecnie
traktowana jako jedno z najpowazniejszych potencjalnych zagrozen zaréwno dla zdrowia
ludzi, jak i zwierzat. Obecnie nic budzi juz watpliwosci fakt, iz niestabilno$¢ genetyczna
jest jedna z cech charakterystycznych wirusow RNA. Dotychczasowe obserwacje wska-
zuja, ze przewlekle zapalenie i zwigzane z nim powiklania rozwijajq si¢ tym latwiej, im
bardziej zréznicowana populacja HCV wytworzona zostanie w pierwszym etapie infekcji.
Stuszny wydaje si¢ wigc poglad, ze zdolno$¢ HCV do generowania mutantow jest glowna
przyczyng powstania pzw C. Powstaje zatem pytanie, jakie wlasciwosci HCV pozwalaja
temu wirusowi zmieniac si¢ dostatecznie szybko, by stac si¢ nicuchwytnym dla przeciw-
cial lub opornym na stosowane leki. Z przedstawionych powyzej danych wynika, ze gtow-
nymi zrodlami niezwyklej plastycznosci genetycznej HCV jest bardzo wydajna, a rowno-
czes$nie malo precyzyjna replikacja genomu oraz rekombinacja RNA. Dodatkowo istnieje
jednak czynnik ograniczajacy zakres mozliwych zmian, jest nim ci$nienie selekcyjne decy-
dujace, ktére z powstatych wariantow moga akumulowac si¢ i rozprzestrzenia¢ w organi-
zmie chorego. Infekcje HCV prowadzaca do rozwoju pzw C mozna zatem przedstawic
jako ogromnie skomplikowany proces selekcji najlepiej przystosowanych wariantéw wiru-
sa. Zalézmy, ze w jego poczatkowej fazie pojedyncza czastka wirusowa zakaza wrazliwa
komérke i zaczyna si¢ namnaza¢. W rezultacie powstaje pula nowych wariantow HCV,
ktore poddawane sa kolejnym etapom selekcji. Pierwszy nastepuje, gdy wirusy opuszcza
pierwotnie zakazona komorke. Do dalszej ekspansji sq bowiem gotowe jedynie te wiriony,
ktore zachowaly zdolno$¢ do infekowania nowych komdrek. Gdy zdotaja do nich wniknac,
nastgpuje drugi etap selekciji — powieleniu ulegaja tylko te wirusy, ktére zachowaly zdol-
no$¢ do replikacji. Gdy po kilku dniach infekcji dochodzi do powstania specyficznych
przeciwcial, ma migjsce kolejny etap selekcji — przetrwac¢ moga jedynie te wirusy, ktore sa
nierozpoznawane przez uklad immunologiczny gospodarza. Jezeli podczas zakazenia pa-
cjent poddany jest kuracji, wowczas wytworzony zostanie kolejny czynnik selekcyjny —
W jego organizmie przetrwa¢ moga tylko te warianty, ktore sa oporne na zastosowany lek.
W ten oto sposdb po kilku tygodniach terapii wirus zostaje wyeliminowany lub tez docho-
dzi do wyselekcjonowania wariantow infekcyjnych, zdolnych do replikacji, nieuchwyt-
nych dla ukladu immunologicznego i niewrazliwych na terapia przeciwwirusowa (23).
Pomimo znacznych réznic w sekwencji nukleotydowej poszczegolnych wariantéw HCV
nie wykazano, by istnialy istotne réznice w organizacji ich genoméw. Kazdy koduje takg
sama liczb¢ bialek, o zblizonym skladzie aminokwasowym, ktore poddawane sa takim
samym lub podobnym modyfikacjom potranslacyjnym. Jednak nawet te niewiclkic odr¢b-
nosci w budowie bialek strukturalnych i niestrukturalnych implikowa¢ moga powazne pro-
blemy diagnostyczne i terapeutyczne.

TERAPIA PZW C

Powazne powiklania towarzyszace zakazeniu HCV spowodowaly, ze niezmiernie istot-
nym i powszechnym problemem stalo si¢ leczenie pzw C. Jak wiadomo pula znanych le-
kow przeciwwirusowych jest bardzo ograniczona, a ich skuteczno$¢ szczegdlnie przeciw-
ko wirusom RNA niezwykle staba (23). Aby znalez¢ skuteczna terapi¢ dla chorych z pzw
C, korzystano z doswiadczen w leczeniu innych wirusowych zapalen watroby lub wzoro-
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wano si¢ na metodach stosowanych w zakazeniach wirusami o zblizonej do HCV budowie
i wlasciwosciach. Poczatkowo zatem wprowadzono monoterapi¢ interferonem alfa (IFN),
ktora jak wiadomo jest zalecana w przewleklym zapaleniu watroby typu B. Kolejne bada-
nia dotyczyly podawania rybawiryny, leku wczes$niej wykorzystywanego w zakazeniach
wywolanych przez inne flawiwirusy. Ze wzgledu na slaba skuteczno$¢ obu tych metod
terapeutycznych zastosowano terapi¢ skojarzong IFN i rybawiryna.

IFN spelnia liczne funkcje biologiczne w organizmie czlowieka. Wykazuje dzialanie
antyproliferacyjne i immunomodulujace, a posrednio przeciwwirusowe. Rybawiryna jest
znang od okolo 30 lat syntetyczna pochodng nukleozydowa wykazujaca in vitro szerokie
spektrum przeciwwirusowe. Poniewaz in vitro wykazywala rowniez aktywnos¢ przeciw
licznym flawiwirusom, po stwierdzeniu podobienstwa HCV do tej rodziny, zastosowano ja
do leczenia pzw C. Poczatkowo sugerowano, ze mechanizm dzialania leku polega na inhi-
bicji polimerazy RNA zaleznej od RNA, uszczuplaniu zasobow wewnatrzkomorkowych
GTP oraz immunomodulacji — poprzez hamowanie makrofagéw lub wplyw na stosunek
cytokin limfocytow pomocniczych Th1/Th2 (24).

Wedlug najnowszych doniesient rybawiryna moze dziata¢ jako specyficzny mutagen.
Wirusowe polimerazy RNA wykorzystuja ja jako substytut nukleotydu, przez co jest wla-
czana do genomowych czasteczek RNA. Jednakze w odrdznieniu od naturalnie wystgpuja-
cych rybonukleotyddw, rybawiryna pozbawiona jest zdolnos$ci do tworzenia specyficznych
par typu A-U czy G-C. Obecno$¢ rybawiryny w genomowej czasteczce RNA powoduje, ze
w kolejnych cyklach replikacyjnych w jej miejsce wprowadzany jest dowolny nukleotyd
(A,C,G lub U). W ten sposoéb lek dziala¢ moze jako dodatkowy czynnik gwaltownie zwigk-
szajacy, i tak charakterystyczna dla wiruséw RNA, niezwykla zmienno$¢ genetyczna.
W rezultacie wigkszos¢ nowo powstalych czasteczek wirusowych posiada tak duza ilos¢
mutacji, iz traca one zdolnos¢ do zainicjowania infekcji. Duza mutagenno$¢ rybawiryny
bywa przez niektérych autoréw uwazana za przeciwwskazanie do stosowania u dzieci.
Nalezy jednak zauwazy¢, ze jej obecnos¢ nie powoduje mutacji w obrgbie genomu ludz-
kiego. Modyfikacje sa jednak najprawdopodobniej wprowadzane do syntetyzowanych
w jadrze komdérkowym czasteczek RNA, co moze wplywac na ich funkcje (tRNA, rRNA)
Iub na przenoszong informacj¢ (mRNA). Nie wiadomo jednak jak obecnos¢ rybawiryny
w mRNA wplywa na proces translacji czyli na synteze bialek (23).

Opisane powyzej wlasciwosci IFN i rybawiryny sprawily, ze podjeto proby rownocze-
snego zastosowania obu lekéw. Amerykanski National Institute of Health zalecil terapi¢
skojarzong IFN i rybawiryna u chorych z pzw C w 1998 roku, w Europie ten sposob lecze-
nia stal si¢ obowiazujacym od roku 1999. Przeprowadzono kilka randomizowanych, kon-
trolowanych badan klinicznych obejmujacych chorych z pzw C. Najkorzystnicjszg okazala
si¢ terapia skojarzona prowadzona przez 48 tygodni, z zastosowaniem IFN w dawce
3 MIU trzy razy w tygodniu i rybawiryny w dawce 1000-1200 mg/dobeg (2,3). Podczas tak
prowadzonego leczenia trwala odpowiedz wirusologiczna (SVR — ang. sustained virologi-
cal response) uzyskiwano u 43-47% pacjentéw z pzw C. Rezultaty te wskazujq na synergi-
styczne dzialanie rybawiryny i IFN, przyczyniajace si¢ do poprawy skutecznos$ci kuracji
oraz trwalosci otrzymanych efektow. Wprowadzenie do terapii pzw C IFN o przedtuzonym
czasie poltrwania, (PEG-IFN — IFN stabilizowany polietylenoglikolem) w skojarzeniu
z rybawiryna przyniosto dalsza poprawg jej skutecznosci o okoto 7-8%. Badania dotycza-
ce duzych grup chorych (505 i 511 doroslych pacjentéw) prowadzone przez Mannsa i wsp.
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wykazaly, ze zastosowanie w terapii skojarzonej IFN prowadzi do SVR u 47% chorych,
a PEG-IFN u 54% (2). Podobne rezultaty przedstawil Fried i wsp., SVR obserwowano
odpowiednio u 44% i 56% pacjentéw (3).

CZYNNIKI POZYTYWNEJ PROGNOZY TERAPII

Wieloosrodkowe obserwacije pozwolily na okreslenie pewnych czynnikdéw pozytyw-
nej prognozy leczenia przeciwwirusowego w pzw C. Wsrod postulowanych parametrow
znalazly si¢: kliniczne (np. ple¢ zeniska, mlodszy wiek), biochemiczne (wyzsza aktywnos¢
AlAT), histopatologiczne (brak wldknienia typu mostkowego i marskosci) oraz wirusolo-
giczne (genotyp HCV inny niz 1, niski poziom wiremii). Szans¢ na korzystny wynik terapii
zwigkszaja rowniez wlasciwie prowadzona terapia (to znaczy taka, gdy pacjent otrzymal
>80% naleznej dawki lekéw, prowadzona odpowiednio dlugo) oraz wczesna odpowiedz
wirusologiczna na leczenie. Wydaje si¢ jednak, ze spo$réd wymienionych licznych czynni-
koéw najistotniejsze znaczenie majq te zalezne od wirusa. Coraz powszechniej uwaza si¢
bowiem, ze gldéwna przyczyna rozwoju przewleklej infekcji oraz trudnosci terapeutycz-
nych jest niezwykla plastycznos¢ genetyczna HCV (polimorfizm genetyczny) (23). Sku-
teczno$¢ terapii skojarzonej PEG-IFN i rybawiryna jest lepsza u chorych zakazonych HCV
0 genotypie innym niz 1 (73-77%), w poréwnaniu z pacjentami, u ktorych chorobg wywo-
tat HCV o genotypie 1 (40-51%) (25). Istotny wplyw na rezultaty leczenia ma takze wiel-
ko$¢ wiremii HCV (26). SVR stwierdza si¢ u 33% chorych o wysokim wstepnym poziomie
RNA HCV w surowicy (powyzej 2 mln kopii/ml) i u 45% pacjentdw z poziomem nizszym
(ponizej 2 mln kopii/ml). Co cickawe, korzystny wplyw nizszej wiremii obserwowano gltow-
nie u chorych zakazonych wirusem o genotypie 1, w przypadku pozostatych infekcji HCV,
czynnik ten mial niewielkie znaczenie.

ANALIZA STRUKTURY POPULACIJI HCV

Aby zweryfikowac tezg, ze o skutecznosci leczenia pzw C decyduje polimorfizm ge-
netyczny wirusa, postanowiono ustali¢ jak ewoluuje HCV w pierwszych tygodniach lecze-
nia IFN i rybawiryna. W tym celu opracowano metody pozwalajace: (i) opisa¢ strukturg
populacji HCV, (i) okresli¢ zmiany zachodzace w populacji wirusowej, (iii) ustali¢ kore-
lacje pomigdzy obserwowanymi zmianami a ostatecznym rezultatem kuracji (praca wysla-
na do druku). Poniewaz wiclokrotne sckwencjonowanie calego genomu HCV jest bardzo
czasochlonne i kosztowne, nalezalo znalez¢ jego najbardziej reprezentatywny fragment,
ktory powinien zosta¢ poddany analizie. Przy wyborze wlasciwej sekwencji kierowano si¢
nastgpujacymi kryteriami: (i) poddany badaniom fragment powinien da¢ si¢ sckwencjono-
wac w pojedynczym eksperymencie — co oznacza, ze moze skladac si¢ co najwyzej z 500
nukleotydow, (ii) drzewo filogenetyczne skonstruowane dla wybranego rejonu powinno
by¢ podobne do drzewa otrzymanego dla calego genomu, (iii) ze wzgledu na rézny poli-
morfizm poszczegodlnych obszaréw genomowego RNA, poszukiwany fragment powinien
zawiera¢ zardwno rejony zmienne, jak i stabilne. Biorac pod uwagge powyzsze warunki do
dalszych badan wybrano sekwencj¢ kodujaca C-koncowy fragment bialka E1 i N-koncowy
fragment bialka E2 (analizowany fragment — AF), ulokowang w genomie wirusa pomi¢dzy
1425 a 1886 nukleotydem. Zawiera ona rejon charakteryzujacy si¢ szczeg6lnie duzg zmien-
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no$cia (HVR1) i sgsiadujacq z nim sekwencj¢ o umiarkowanej zmiennosci (relatywnie
stabilny — RS). Analiza AF pozwalala okresli¢ 3 parametry opisujace populacj¢ wirusowa
tj: liczbe wariantow, dystans genetyczny migdzy poszczegodlnymi wariantami (Sredni dy-
stans Hamminga) oraz wystgpujace pomi¢dzy nimi pokrewienstwo (drzewo filogenetycz-
ne). W celu ich wyznaczenia izolowano genomowy RNA z krwi chorego, amplifikowano
sekwencj¢ AF, klonowano ja do plazmidu, a nastepnie 20 losowo wybranych klonéw pod-
dawano seckwencjonowaniu.

Wstepne badania przeprowadzono u dwoch pacjentdéw, ktdrzy odmiennie zarcagowali
na zastosowana terapi¢ skojarzona (pozytywnie i negatywnie). Stwierdzono, iz analiza sa-
mego tylko rejonu HVR1 najlepiej odzwierciedla réznice pomigdzy chorymi. Wykazano,
ze zrdéznicowanie populacji HCV u dziecka z SVR bylo bardzo duze. Tymczasem u dziec-
ka, ktore nie odpowiedzialo na terapi¢ stwierdzono bardzo jednorodna populacj¢ z obec-
noscia silnego, dominujacego wariantu. U obu pacjentéw po 2 tygodniach leczenia struk-
tura populacji nie ulegla istotnej zmianie. U dziecka z SVR nadal obserwowano liczne
warianty wirusowe, natomiast u dziecka, ktore nie odpowiedziato na kuracj¢ (NVR — ang.
non response) utrzymywal si¢ jeden ten sam, co przed terapia wariant. Uzyskane wyniki
wskazuja, iz istnieje mozliwo$¢ przewidywania koncowego wyniku terapii skojarzonej IFN
i rybawiryna jeszcze przed jej rozpoczgciem.

M Figlerowicz, P Formanowicz, P Kedziora, M Alejska, P Jackowiak, J Blazewicz,
W Stuzewski, M Figlerowicz

THE CLINICAL CONSEQUENCES OF CHANGES OCCURRING IN HCV POPULATION
DURING THE FIRST WEEKS OF CHRONIC HEPATITIS C TREATMENT
WITH INTERFERON AND RIBAVIRIN

SUMMARY

Hepatitis C virus (HCV) is an extremely dangerous human pathogen. It is widespread all over
the world and often leads to the development of chronic hepatitis C (CHC), which can eventually
result in cirrhosis a hepatocellular carcinoma. The efficiency of the current applied methods of
treatment of HCV infection remains unsatisfactory. The main course of development of CHC and of
therapeutic problems is the genetic polymorphism of HCV. The conducted analysis of the structure
of the virus’ population permits are conclude that the degree of diversity it presents is a crucial agent
in the prediction of the outcome of IFN and ribavirin therapy.
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